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Abstract 



I^tZf I? ates t0 , inh ^ ltors of Plasminogen activators such as urokinase, uPA or tPA for intra- and 
postoperative therapy, for the treatment of injuries and for the treatment and prophylaxis of in ammatorv 
disorders. Suitable inhibitors are, in particular, PAM and PAI-2 P^pnyiaxis or tnriammatory 
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® Verwendung von Inhibltoren von Plasminogenaktivatoren zur Behandlung von Entztindungen und 
Wunden. 



@ Die Erflndung betrtfft Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren, wie Urokinase, uPA oder tPA zur intra- und 
postoperativen Therapie, zur Behandlung von Vertetzungen sowie zur Behandlung und Prophylaxe entzundlicher 
Erkrankungen. Geeignete Inhibltoren sind Insbesondere PAM und PAI-2. 
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Bei verschiedenen Erkrankungen 1st did Regulation der Plasmin-Aktivitat gest6rt Plasmin wird aus 
Plasminogen durch Plasminogenaktivatofen (PA) wle z.8. uPA (urina*rer PA) Oder Gewebsplasminogenakti- 
vatof (tPA) gebiidet Dte PA's werden durch Rasminogenaktfvator-lnhibltoren (PAI) Inhibtert Als physiolo- 
gisch relevante PAI's sind zur Zeit zwei verschiedene Typen bekannt: Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 
5 (PAI-1) und Plasmlnogenaktivator-lnhibitor Typ 2 (PAI-2). Beide PAI's sind Inhibitoren vom Serpin-Typ. 

Im ailgemeinen kommt es bei EntzUndungen der Augen, der Ohren Oder der Haut, z.B. bei elner 
Schadigung der Cornea, zu elner Erh3hung der Ptasminaktivitat in der TranenflOssigkeit. Plasmin wiederum 
wird fOr den Abbau von Fibronektin in der extrazelhjjaren Matrix. tOr elne F8rderung der Angfogenese und 
fUr elne Aktivierung der Prokollagenase zu aktlver Koiiagenase, was den Abbau von Kollagen-MoleWJIen zur 

to Folge hat, verantwortlich gemacht (Bartati et al. Exp, Eye Res. 51, 1*9 (1990)). FOr die Behandlung 
verschledener pathotogischer ZustSnde. in denen erhBhte Plasmin-AktfvitSten elne Rolle spielen, wurden 
bereits niedermolekulare Substanzen wle 2-Aminocapronsa*ure Oder Tranexamsa'ure (Trans-4-aminoethyl- 
cyclohexancarbonsaure) eingesetzt. So erwles sich z.B. die Tranexamsaure ftlr die Behandlung von 
Osteoarthritis geelgnet Ebenso konnte die bei Colitis ulcerosa und verwandten Erkrankungen tlberschleflen- 

is de fibrlnolytische Aktivitat mit Hilfe von TranexamsSure reduzlert werden. Die oben genannlen niedermoie- 
kularen Plasmin- Inhibitoren sind Jedoch auf Grund ihrer toxischen Nebenwirkungen von Nachteil. 

Mit Aprotlnin steht ein weiterer PlasmirHnhibitor zur VerfUgung. Er erwles sich fQr eine Behandlung von 
Corneal ulcer als bedingt geelgnet. 

Es wurde nun Oberraschenderwelse gefunden, daB EntzOndungen insbesondere der Augen. der Ohren 

20 und/oder der Haut aber auch beispielswelse Osteoarthritis Oder Colitis ulcerosa auf vorteilhafte Weise mit 
Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren behandeit werden kflnnen. 

Qegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung von Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren zur 
HerstelJung eines Arznelmittels zur Therapie und/oder Prophylaxe von EntzOndungen der Augen, der Ohren, 
der Haut, von Osteoarthritis und/oder von Colitis ulcerosa. 

26 Gehemmt werden insbesondere Urokinase (uPA) und/oder tPA, vor ailem uPA und/oder tPA. Geelgnete 
Inhibitoren slnd insbesondere PAH und/oder PAI-2 und deren Mutanten Oder Varianten. vor ailem PAI-2, 
insbesondere Fragmente von PAI-2. beispielweise Deietionen am N-Terminus vor allem der N-terminalen 
Amlnosauren 1-82 bzw. 1-84 von reffem PAF2. Die Inhibitoren Winnen entweder allein oder In Kombination 
mit anderen Medlkamenten, z.B. Antibiotika, verwendet werden, wobel sie sowohl iokal als auch systemisch 

so appliziert werden kdnnen. Bei Osteoarthritis werden die Wirkstoffe vorzugsweise intraartikutar oder intraope- 
rativ (often oder arthroskoplsch) appliziert. Elne wlrksame Dosis liegt im ailgemeinen fur eine topische 
Anwendung bei 1 - 300 000 Uroklnase-lnhiblerenden Einheiten und vorzugsweise bei 500 - 50 000 
Uroklnase-inhiWerenden Einheiten, fUr eine i.v. - oder fOr eine Iflsungsvermittelte i.m.- Applikation bei 50 - 
750 000 Urokfnase-lnhibierenden Einheiten pro kg KBrpergewfcht 

as Die Inhibitoren. vor allem PAJ-2, kdnnen durch Zusatz von physiologisch vertrSgllchen Stabilisatoren wie 
Albumin, Polygeiln, Gelatlnehydroiysat. Glycin. Cystein, Glucose, Lactose. Maltose und/oder Saccharose 
stabillsiert werden. 

Anwendungsgebiete der Inhibitoren slnd im ailgemeinen die tokale Therapie und/oder Prophylaxe von 
entzOndllchen Augenerkrankungen wle Corneal ulcer. Uveitis. Konjunktivltls, be! intra- und postoperatlver 

40 Behandlung, zum Schutz der Augenstruktur, vor allem bei entzOndlichem Verlauf, von entzOndllchen 
Ohrenerkrankungen wie z.B. MlttelohrerrtzUndung, TrommelfellentzOndung, Trommelfettrifl mit entzUndH- 
chem Verlauf, aber auch von Hauterkrankungen mit EntzOndungserscheinungen wie RStung. insbesondere 
bei der Infiltration von Gewebe durch EntzQndungszellen, wie Makrophagen, Monozyten und Granulozyten, 
Acantholyse. BlSschenbildung wle z.B. bei Pemphigus, Ekzem, Kontaktdermatitis und atoplscher Dermatitis. 

45 Verbrennungen mit entzOndlichem Verlauf, Vaskulitfs, die Fdrderung der Wundheflung, die Therapie von 
offenen Wunden und dermaJen Ulcera. Weltere Anwendungsgebiete sind die Behandlung epithellaler 
La*sionen, Osteoarthritis, Colitis ulcerosa. Morbus Crohn, IBD (Inflammatory bowel disease). Pankreatitis, 
Akne, Behandlung epitheliaier Uslonen, cornealer lasionen, Narbenbildung bei Augenverletzungen, Skleri- 
tis, nicht-heilender Cornea-Eroslonen, Xerose, Keratose. Des weiteren elgnen sich die Inhibitoren allein Oder 

so in Kombination mit weiteren Wirkstoffen vorzugsweise als SpOllo'sungen bei der intra- und postoperativen 
Behandlung und/oder bei der Behandlung von offenen Wunden der genannten EntzOndungen. Eine weitere 
vorteilhafte Verwendungsart Ist die Behandlung von Kontaktllnsen vor dem Tragen mit einer L5sung der 
genannten Inhibitoren allein oder in Kombination mit weiteren Wirkstoffen zur Hemmung der Neovaskulari- 
slerung, zur Therapie von Augenverletzungen und von AugenentzOndungen und/oder zur Behandlung von 

65 cornealen Infittraten der Augen und von HomhautentzOndungen der Augen von Kontaktlinsentragern. 

Im foigenden werden einlge bevorzugte Verwendungen von Inhibitoren von Ptasmlnogenaktivatoren, wie 
z.B. PAI-2 im efnzelnen beschrieben: 
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1. Die Verwendung bei der Behandlung nach Verietzung der Augen-Hornhaut durch Laserkeratektomie 
aber auch durch Keratotomie. Dieses Laserkeratektomie-Verfahren kann Anwendung finden bei der 
Korrektuf des Brechungsindex bei Kurz- und Weltsichtlgen, zur Korrektur von Astlgmatlsmus. zur 
Korrektur von Hornhautfehlern. zur Entfernung von Narben, zur Keratoptastie, zur Gla*ttung der Homhaut 

5 bei Austrocknungserscheinungen, bei frischen Vertetzungen der Homhaut, bei mfektionen des Auges z B 
durch Wen (z.B. Herpes). 8akterien. Pifee Oder Parasiten, bei Kaikelnlagerungen unterhalb der Epithel- 
schicht (eine AJterserscheinung), bei Vorwachsungen der Bindehaut mit der Homhaut (Pterygien). 

2. Die Verwendung bei AugenentzUndungen und Augentrflbungen, z.B. nach Laserbehandlung, normaJer 
Augenchirurgie (z.B, Vitrektomie, Kataraktchirurgie. extrakapsulSre Kataraktextraktlon. Unsenoperationen 

?o Unsenaustausch, Unsenimplantatfon, KeratopJastie, Hornhauttransplantationen), bei Konjunktrvitis, Kerato-' 
konjunktivitis, Keratokonjunktlvltis sicca, iritis, Iridocyciitis. Keratitis. Graves Ophthaimopathie. Mooren's 
ulcer, VaskuRUs, Uveitis, bei allerglschen Erscheinungen im Auge, Infektionen. Stoffwechselstflrungen, 
EntzUndungserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemlschem Lupus erythematodes. We^ 
gener Syndrom, rheumatischar Arthritis. Sarcoidose, Polyarthritis, Pemphigus. Pemphigoid. Erythema 

is multiforme. SjSgren's Syndrom. entzOndliche Darmerkrankungan (Inflammatory Bowel Disease) Multiple 
Skterose, Myasthenia gravis. Keratitis, Skieritis. 

3. Die Verwendung zur Vermeidung der NarbenbikJung am Auge nach chirurgischem Eingriff bzw nach 
Verietzung. 

4. Die Verwendung zur 8eschteunigung der Wundheilung und optimalen Regeneration (z.B. glatte 
20 Grenzfiache zwlschen aftem Stroma und nau gebildetem Epithel). zur Normalisiarung und Stabilisierung 

der Stoffwechselfunktiooen des Epithels und des Stromas nach Verietzung Oder chirurgischem Bngriff 

5. Die Verwendung zur Hemmung der Neovaskufarislerung bei Retinopathy insbesondere bei Diabeti- 
kern; bei Retinaabldsung. Gef3Gverietzung der Retina, bei EntzUndung der Retina und Uvea, bei 
Hornhauttransplantationen. 

25 6. Die Verwendung bei Transplantations am Auge, Insbesondere bei Homhauttranspiantaticnen. PAI-2 
kann hier durch eine Reduktion der Anlockung von PMN die Sensibilisierung reduzieren. die Neovaskula- 
rislerung verhindern, ohne gleichzeWg die Wundheilung negativ zu beeinflussen. Dies mlndert das 
AbstoBungsrisiko. 

7. Die Verwendung bei Odemen im Augenbereich. z.B. Makula-ddem. Submakula-Gdem, Cdem nach 
w Photokoagulatlon. Cornea-ddem, Koniunktrva-Odem. Retina-Odem. Sdem in der Umgebung des Auges 

8. Die Verwendung bei Infiltrationen im Augenbereich, v.a. der Cornea, der Augenkammer, der Konfunkti- 
va und der Sklera. 

9. Die Verwendung zur Therapie des Corneal ulcer. 

PAJ-2 kann beispielsweise wie fofgt hergestelit werden: Wle in EP 0 238 275 beschrleben. wurde die 
PAI-2-cDNA nach dem Fachmann bekanrrten Verfahren isoiiert. klonlart. in Vektoren ligiert und in geeignete 
Wirtszellen transformlert bzw. transllzlert Die Zellen wurden nach bekannten Verfahren fermentiert und 
aufgeschlosssen. Zur Reinigung von rPAI-2 aus z.B. E.coli-Lysaten eignet sich eine Kombination verschie- 
dener Chromatographie-Methoden (z.B. tenenaustauschchromatographie Uber Q-sepharose, Hydrophobe 
Chromatographie Uber Phenyisepharose, Gerfiltration Uber Sephacryl oder Fractogei). Zur Reinigung von 
rPAI-2 aus Hefe-lysaten eignet sich ein Verfahren. bestehend aus Basisreinigung (Zellabtrennung Zellauf- 
schlua mittels Kugelmahle. Cross-Row-Filtration. Cross-Flow-Konzentration) und anschlieBender Hochreini- 
gung (Chromatographlsche Verfahren wie z.B, in WO 91/02057 beschrieben oder mitteis lonenaustausch- 
chromatographie und Immunaffinitatschrornatographie). Die spezifische Aktivitat 1st im allgemeinen 150 000 
U/mg oder mehr bezogen auf die Hemmung humaner Urokinase. 

Die Herstellung von PAM kann auf analoge Weise, beispielsweise gemfiB WO 90713848 hergestelit 
werden. 

Die Vorteile der Inhlbitoren von PlasmlnogenakUvatoren sind vor allem eine im aJJgemeinen nicht- 
toxische und nebenwirkungsfreie Monotherapie der genannten Entztlndungen bei gleichzeltlger Hemmung 
der Neovaskularislerung. Da die Hemmung der Plasminogenaktlvatoren wesenlllch niedrigere Applikations- 
konzentrationen als bei Plasmlninhibitoren erlaubt. 1st die glelchzeitige Applikation bzw. die Kombinatlon mit 
andBron Wirkstoffgruppen wle z.B. Antibiotika besonders vorteilhaft. Ferner 1st die applizierbare Menge an 
Inhlbitoren von Plasminogenaktlvatoren deotllch geringer als bei Plasmlninhibitoren und zudam ist die 
Gefahr einer allerglschen Reaktlon im allgemeinen vermindert Auch wurde eine vorteilhaft lange wirkungs- 
dauer Im Verglefch zu Plasmlninhibitoren beobachtet 



35 



3 



EP 0 587 816 A1 



Belsplel 1: 
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Anwendung von PAI-2 fUr die Theraplo von Corneal ulcer 

i In dem von Cejkova at a). 1975 (Histochemistry 45: 71-75) beschriebenen Kanlncben-Modell (Or Corneal 
■ «T u ?^" 2 l" , verschlodenen Komentrationen (5-100 ug/ml) lokal ins Auge appliziert (25 ug/ml drel 
mal taglich; 1 Mug/ml zwel mal taglich). Dia Kbntrollen erhtelten gleiche Volumina (1 ml) des LSsungsmit- 

dtrZ^ i ^^?w l8 T 9 - PH 7 * U " d ZWSimal e 9 ,ich Als Referent, 

(tenia Aprotfnln (5000 lUAnl in dan ersten zwel Woehen. zweimal taglich; In den folgonden zwei Wocnen 
> wurde die Dosls auf 2500 lU/ml reduzlert). ™°cnen 
Nach der Behandlung mit 0.75 M Natriumhydroxld mit HiHe eines Plasllktubus von 11 mm Innendurch- 

22 °?2L° S , 20 " i T maS3lven h1flux 700 EnWodunQMrtieo: Diese sezernieren proteolytlsche 
AJrtlvltat und Induzieren gle,chz*ltig die Kerafinozyten, auf dem Comea-Epithel ein anderes ProleogYywn- 
Spektrum zu synthelisieren. Dies hat StSrungen in der Ordnungsstruktur dar Cornea zur Fotae was 
i wiederum zu einem Verfust der Transparenz fllhrt nea zur rage, was 

(femessen wurden folgende Parameter Perforation der Cornea, Ulcus- Blldung. Neovaskularisleruna 
Plasmln-AWviat In der TranenflOssigkeit. EntzOndungsmerkmaJe wle Elnstrom von En^aS' 
IZZ^CL ? ft? ! lc ! rtb8 ' keit *» Ws CTab. 1); Vergllchen mH der Placebo-Gruppe ergaL slch 
tolgende VorteHe bei den PAI-2 -Sruppen: Die Plasmln-Akfivitat konnte auf ein Minimum reduziert werden 
Urn m.t Aprotnm das gleiche Ausmafl an Haduktion der Plasmin-AkMvliat zu erreichen, muB haufiger und 
Ota r appliziert werden. Mit PAI-2 wurden die Perforatton und die Ulcus-Blldung komplett vemindert Dlese 
Effekte konnten auch mit Aprotlnin erreicht werden. Oberraschanderweise wurde mit PAI-2 die Anzahi der in 
das als Folge des experimented Reizes einstr8menden EntzOndungszellen drasflsch und nachhaltta 
reduziert und zwar auf das bel gesundem Gewebe vorgefundena NormalmaB. 

Folgende positive Effekte konnten darObertiinaus Oberraschendefweise erreicht werden: Die Hlr eine 
voMSndlge Abheilung unumgangllch notwendige Hemmung der Neovaskularfelerung wurde mit PAI-2 
bewlrkt so dafl d.e Transparenz des Auges wlederhergestellt werden konnte und die Iris wieder slchtbar 
wurde. Be. der Behandlung mit Aprotinln wird zwar die Ulceration und die Perforation der Cornea verWndert 
d.e Transparenz jedoch bleibt verioren. Die schon mit relativ nledrigen PAI-2-Doslerungen errelchten 
posihven EHekte waren auch nicht mit hoheren Aprotlnin-Doslenjngen zu erreichen 

Die Hemmung von Piasminogenaktivatoren durch PAI-2 erdffnet zudem gegenUber der Hemmung von 
Pasmn. z.B. durch Aprotlnin. noch weitare Vorteile: Die ausschlleflllche Behandlung mit Inhlbltoren von 
Plasminogenaktlvatoren 1st fOr einen Behandlungserfolg ausrelchend. was einen Vortell gegenUber der 
herkdmrnhchen Therapie darstellt Die extrem hone Potenz des verwendeten Wirkprinzlps erlaubt die 
y«vrendung sehr geringer Inhlbitor-Konzentrationen, so da3 auch noch eine Kombinationstherapie. z.B mit 
Antibiotlka, wte Chloramphenicol, gut mOglich ist 

W ,!!* efen Vwsuch wurd8 dto B *a"<««"9 des Corneal ulcer nicht dlrekt nach der tnduktion z B 
mUAIM-Ebwirkung. begonnen sondem erst nach 10 Tagen. Zu diesem spaten Zeitpunkt ist die Plasmin^ 
Aktivitat In der TranenflOssigkeit schon betrachUich auf Werte von 2-2.5 ug/ml angesflegen 

' U *"' : loka *. APPl^a«on zweimal tfigllch), so geht die In der TranenflOssigkeit nachwelsbare 
Konzentratlon an akiivem Ptasmin auf Normatwerte zurilck. Dieser Effekt h8lt aber nur (Or ca. zwei Stunden 
an, dann stelgen die Plasmin-Werte wieder an. "««iaen 

«„. ^'TLT,, 20 d , leSem Z9ltpUnW "* *" PA J-2-Behandlung (z.B. 100 ug/ml; lokale AppiikaUon). so 
pa ? A 9 n^ V « Pl ^ n k ° nMntraton «* No^ahverte (0,-H>.6ug/ml) zurilck. Der EHekt elner elnmallgen 
PAI.2-AppBkatlon halt Oberraschendemeise sehr lange an. So liegt z.B. die Plasmlnkonzenlratton In der 
TranenflUsslgkert 48 Stunden nach elner einmaligen PAJ-2-AppHkaflon noch bei lug/ml. Hierbel waren alio 
drei getesteten PAt-2 KbnzentraHonen (5, 25, 100 ug/ml) geelgnet. den ulcerath/en Prozefl zu reduzieren 
Die besten Therapleergebnisse wurden bei einer PAi-2-Konzentraflon von 25 ug/ml erzleM 
a ^.T , Ub9rraschend la "9 anhaltende Effekt wird nur bei einer Inhiblerung der Plasmlnogenaktlvatoren 
durch PAI-2 beobachtet. jedoch nicht bei elner Hemmung des Plasmins durch Aprotlnin 

wahrend die lokale Appllkatlon von Steroiden belspielswelse von Dexamemasorwiatriumphosphat bel 
der Behandlung des Auges mit Nebenwlrkungen. wie z.B. VeriSnderung der Quellung des GlaskBrpers und 
des Augendruckes, verknOpft ist, zelgt eine Behandlung des Auges mit PAI-2 belm normalen Auge koine 
Nebenwlrkungen. So bleiben Hlstologie wie z.B. das Muster der lameliaren Struktur des anterloren Stroma 
TL * u f j biocnemlsc "° Befunde wie zB. die Hydrierung der Cornea, enzymaflsche Aktfvitaten 
(laktatdehydrogenase, satire Phosphatase, saura Glycosldase, alkalische Phosphatase. Succinatdehydrooe- 
nase). unverandert. Auflerdem konnte gezelgt werden. daB neben der erfolgrelchen EntzOndungshemmung 
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die ReepitheliaJisierung nicht gehernmt wird. 

Messung der PlasminakUvitat in dar TranenflQssigkelt 
Welne Papierscheibchen (Whatman Filterpapien 5 mm Durchmesser) wurden In einer Substrat-Ldsuna von 
D-Val-Leu-Lys-trtfluoromethylamlnocoumarin (FCA, von Enzyme* Systems Products, Uvermore, CA USA) 
getra-nkt und getrocknet Die Substrat-Ldsung wurde folgendermaSen pr^pariert 1 mg Substrat wurde in 4 
Tropfen N N-dlmethylformamid geldst und 1 ml 0.1 M Tris-HCl pH 72 zugegeben. PlasmlnlSsungen mit 
0 2-0,5 ug/ml wurden hergesielrt durch I0sen von Plasmln (Sigma) in 0,1 M Tris-HOPuffer mit pH 7 2 20 
ut ieder Konzentradon wurden auf die mit Substrat-UJsung vorbehandelten Papierscheibchen getropft und 
dann in einer feuchten Kammer bei 37-C On einem Thermostaten), zusammen mit den mit TranenflOssfg- 
keit getra-nkten Papierscheibchen inkubiert. Zur Bestimmung der Plasmin-Konzentration in dec Tranenflus- 
sigkeit wurden die Papierscheibchen auf die Cornea gelegt und die TrinenfiUssigkeit wurde 5 Sekunden 
ang aufgesaugt WShrend der mkubation der Papierscheibchen bei 37 'C wurden diese in 2-Stunden- 
Intervallen im UV-licht untersucht Oie Intense der im UV-Licht emittierten geiben Ruoreszenz der 
Tr3m^ussigkeitsproben wurde mit den Proben mit bekannter Plasminkonzentration (Eichkurve aus Papier- 
scheibchen mit bekannter Plasminkonzentration) verglichen und so die PlasminaktMtat der Proben ermittelt 
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Tab. 1: 



Behandlung von Alkali-induziertera Corneal ulcer 
Testgruppen: 

Gruppe 1: Plazebo-Gruppe (physiologische Kochsalzldsung; 

wurde zweimal taglich appliziert) 
Gruppe 2: Aprotinin-Gruppe (5000 IU/ml zweimal taglich 

appliziert) 

Gruppe 3: rPAI-2 (100 fig/ml; zweiaal taglich appliziert) 
Gruppe 4: rPAI-2 ( 25 /xg/ml; dreimal taglich appliziert) 
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Parameter Behaadlungsresultat der 4 Testgruppen 

nach 4 Wocben Behandlung 

1 2 3 a 



Tranaparenz + 
Iris sichtbar + 

Entzundung + schwach 
Brhohte Plasminaktivitat + 

Neovaskular is ierung + + schwach 

Ulcer-Bildung + + 

Perforation + 



Belsplel 2b 

Verwendung von PAW zur Regeneration de$ Hornhautepithels 

so in efnam Kanlnchen-Modell wurde der Effekt von PAI-2 auf die Regeneration von Hornhauteplthel 
untersucht. 

Modellbeschreibung: 

Die Untersuchungen wurden mit adulten Chinchllla-Kanlnchen {2,5- 3,0 kg Kflrpergewfcm) durchgefUhrt Die 
Tiera wurden anSsthesfert durch l.v.-Verabrerfchung von Thiopental {25 mg/kg Korpergewlcht). Die Augen 
wurden dann fbciert und die Homhaut mechanisch verletzt: Oie ganze Hornhaut wurde vorsichtig zweimal 
deepithelialislert (1m Abstand von elner Woche) mil HHfe eines Qraefe'schen Messers. Anschl.eBend wurde 
PAI-2 (In PBS-Puffer, pH 7,2) In verschledenen Konzentrationen (5-50 ug/ml) lokal Ins Auge appliziert (3 mal 
taglich). Die Kontroiltiare erhlelten gleiche Volumina (0.5 ml) an PBS-Puffar (pH 7,2) Oder Aprotinln (60 
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Ug/ml) oder Flurbiprofen (0,1 % L3sung) In PBS-Puffer, pH 72. 

Die Here wurden nach verschiedeoen Zeiten (nach 1, 4. 7. 14, 21. 28 Tagen) nach Setzen der Verletzung 
getfitet Ole Homhautstruktur wurde histologisch und histochemisch untersucht 

In der TranenflUssigkeit wurde die Plasmin-Akovitat bestimmt und mlt den Nstologischen Daten korreliert. 
5 Zwelmal pro Woche wurde das optische Erschsinungsbild der Augen photographlsch dokumerrtlert 
Die Bestimrnung der Rasmin-Aktivitat erfolgte wie unter Beispiel 1 besehrieben. 

Nach der TStung der Here wurden die Augen sofort enuklelert, die Hornhaut oder das game anterioro 
Augensegment ausgeschnitten. 

Einige Corneae wurden einer Sllberimpragnationstechnik nach McGovern (1955) unterzogen. Nach dem 

to Abziehen des Epitheis wurden die Pdparatlonen in Gelatine gebrachL Alle anderen Methoden wurden mit 
den gamen anterloren Augensegmenten durchgefUhrt Ein Teil wurde gequencht In Leichtbenzln, das mit 
emer Mischung aus Aceton und Trockenels gekQhlt war. In elnem Kryostat wurden Schnllte (12 urn dick) 
parallel oder perpendikuiar zur AugenoberfiMche, durchgefUhrt Dann wurden die Schnitte auf nicht vorge-' 
kUhlte Objekttrager oder semipermaeble Membranen OberfUhrt und auf Glucosaminoglykane. AminopeptkJa- 

75 se M (APM), Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV), Gamma-Ghjtamyltransferase (GGT). aikalische Phosphatase 
(AIP). Na + -K*-abhangfge Adenosintriphosphatase (ATPase) und Dehydrogenasen (Succinatdehydrogenase 
SDH, Laklatdehydrogenase LDH) untersucht. 

Vor dem Nachweis von APM. DPP IV, GGT und AIP wurden die Schnitte fOr 2 Minuten fixiert mit einem 
kaltem Geroisch aus Chloroform und Aceton (1:1). AIP wurde nacngewiesen Uber eine Azo- Kopplunsmetho- 

20 do unter Verwendung von Naphthol-AS-MX-phosphat (Calbiochem, La Jolla; Ca, USA) und Fast Blue B salt 
(Mlchrome, Gurr. Poole, UK). APM wurde nacngewiesen mit Ala-4-methoxy.^naphthylamln-AJa-MNA 
(Bachem, Bubendorf, Schweiz) und Fast Blue B salt (FBB, Mlchrome Gurr, UK). DPP IV mit GJy-ProMNA 
(Bachem; Schweiz) und Fast Blue B salt (Michrome.Gurr, UK), GGT mit Gamma-Glu-MNA (Bachem 
Schweiz), Gly (Lachema. Brno. CSFR) und Fast Blue B nach Lojda et al.(l979). Schnitte auf semfpermea^ 

25 len Membranen wurden verwendet fUr den Nachweis von saurer Phosphatase (AcP) - mittels Azo- 
Koppiungsreaktion mit Naphthol-AS-BI-phosphat (Calbiochem) und Hexazonium c-rosaniiin, das aus AcrkJIn- 
freiem rosanilin (Merck. Darmstadt. Germany) hergestellt wurde - und von jS-GJucuronkJase tf-glu) und N- 
acetyM-D-glucosamlnidase (Ac-Glu) - Substrate: Naphthol-AS-BH9-glucuronW und Naphthol-AS-Bl-N- 
acetyl-0-D-glucosaminid (beide von Calbiochem); fOr beide wurde das Kopplungsreagens Hexazonium-p- 

30 rosanilin verwendet. Saure /9-Galaktosidase </!-GaJ) wurde mit Hilfe der indigogenen Methode von Lojda 
(Cejkova und Lojda, 1975; Lojda et al; 1979) unter Anwendung von 4-CI-5-Br-a-indolyh/S-D-galactosid (Cycto 
Chemicals, Los Angeles, CA.USA) nacngewiesen. 

ATPase wurde nach Cejkova und Lojda (1978) unter Verwendung von ATP-Tris und Ba^-Salz nacngewie- 
sen. 



as Dehydrogenasen wurden In unfixterten Kryostat-Schnitten nach Lojda et al.(l979) detektiert mit Nitro BT 
(Lachema.Bmo,CSFR) als Elektronenakzeptor. 

FOr den Nachweis von Glucosaminoglykanen, wurden die Schnitte fixiert in kaltem Ethanol (5 Minuten) und 
mit einer 1%-igen Aldan blue Ldsung, die verschiedene Konzentrationen an MgCfe enthlett. gefaVbt 
(Cejkova et al.. 1973). aber auch mit einer 1%4gen LSsung von Alcian blue in 3%-lger EssigsSure. pH 2,5. 

40 Der verbleibende Teil des anterloren Augensegmentes wurde fixiert in 4 % Paj^formaldehyd' in 0.1 M 
Phosphat-Puffer, pH 72, und dann In einem Kryostaten geschnitten. 12 um-dicke Schnitte wurden auf 
Albumin-beschichtete Objekttrager Obertragen, aufgetaut und getrocknet Fixierte Schnitte wurden fUr den 
Nachweis von DPP IV (mit Gly-Arg-MNA. Bachem Schweiz. und Nitrosallcyllc aldehyde, NSA. Merck) und 
DPP II (mH Lys-Pro-MNA und Fast Blue B) verwendet (nach Lojda. 1985 und Cejkova und Lojda 1986). 

4S Einige der flxierten HornhMute wurden auf morphologische Verfinderung (mittels Hamatoxylin-Eosin-F3r- 
bung) untersuchL 
Puffer-Kontrolle: 

Im unbehandelten Auge stelgt die Plasmin-AktMtat von 0,2-0,4 ug/ml innerhalb von 2 Stunden nach der 
Verletzung an. Nach elnem Tag 1st eine Plasmin-Aktlvitat von 1,0-2,0 ng/rnl erreicht, Weibt auf diesem Wert 
so bis zum Tag 7, fSlit dann bis zum Tag 14 auf 0,2- 0,4 ug/ml ab und erreicht nach 21 Tagen einen Wert von 
kleiner als 0,2 ug/ml (s. Tab. 2). 

Das Epithel regeneriert slch vom Umbus her und enthait verschiedene Enzymaktrvita'ten (DPP IV, saure 
Glycosidasen und lysosomale Proteasen (s. Tab. 3)). Innerhalb von 4 Tagen nach der De-epitheliaJisierung 
wird ein masslver Bnstrom von EnfcUndungszellen (vor aitem poJymorphkemlge neutrophil Granulozyten, 
56 PMN) ins Stroma beobachtet. In der Peripherie lindet eine Neovaskuiarlsleung der Hornhaut statt. Bnige 
Keratlnozyten werden nekrotjsch. Diese warden von Keratinozyten aus der Nachbarschaft ersetzt. Nach 14- 
21 Tagen 1st die Re-epfthefialisierung abgaschlossen. Als negative Folgen sind Anglogenese und Transpa- 
renzverlust zu nennen (die Transparenz wurde nicht wieder voll hergestellt). 
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Die aufgetretene HornhauttrObung war irreversibel. 

Behandlung mit Flurbiprofen: 
AhnJfch wie bei der Pufferlcontroll-Gruppe stieg die Plasmin- Aktlvltat in der TranenflUssigkelt an (s. Tab. 2). 
Im Gegensatz zur Pufferkontrolle stromten wenfger EntzOndungszeilen ins Stroma ein, die Neovaskularisie- 
rung war behlndert, Jedoch nicht blocklert. Bel elnigen Augen fand eine Re-epltheriaJisienjng nicht statt 
manchmal war sle soger inhibiert. Das Homhauteplthel zeigte nur sehr niedrige AktrvitSten an ATPase und 
GGT. Die Daten sind in Tab. 3 zusammengefaBL 

Behandlung mit Aprotinin oder PAI-2: 
WShrend des ganzen Versuchsablaufes waren die Piasmin-Aktivitiiten signlfikant reduziert. Die Maximalwar- 
te bei der Aprotinin-Gruppe lagen bei 1,0 ug/ml, in den PAI-2 Gruppen bei nur 0.4 ugAnl (s. Tab. 2). 
Die AJctivitaten von DPP IV, sauren Glycosfdasen, lysosomaJen Hydrolasen sind in belden Behandfungs- 
gruppen nur relative schwach, diejenigen von ATPase und von GGT sind normal. 

Unter Aprotlnin-8ehandlung wandem nur roiativ wenig EntzflndungszeJIen Ins Stroma ein. in den PAI-2- 
Gruppen sind fast keine mehr nachzuweisen. 

Die Transparenz wurde in beiden Behandlungsgruppen wieder hergestellt 

In der Aprotlnln-Gruppe war die Wundheilung erst nach 14 Tagen abgeschlossen, w3hrend die Wundhei- 
lung in den PAJ-2 Gruppen schon am Tag 10 nach der De-epithelialisierung wieder abgeschlossen war. 
Durch Aprotinin-Behandlung konnte die Neovaskularisierung der Hornhaut nicht verhindert werden. wShrend 
die Behandlung mrt PAI-2 (in alien angewendeten Konzentrationen) die Angiogenese vollkommen blocWerte. 

Die Vorteile einer Behandlung mit PAI-2 bzw. Inhibitoren von Plasmlnogenaktivatoren liegen somit in 
einer Beschleunlgung der Re-epithelial!slerung, in einer vollstSndlgen Blockierung der Neovaskularisierung, 
In einer vo)l$ta*ndigen und schnellen (schnefler als mit Aprotinin oder einer anderen Substanz) Wiederher- 
stellung der Transparenz. PAI-2 unterdrQckt die EntzOndung der Hornhaut und des Stromas sehr gut So 
werden z.B. fast kaum ins EntzUndunggsgebiet eingwanderte PMN nachgewiesen. Die enzymatischen 
Aktivita" ten des Homhautepithels normalisieren sich unter der Behandlung mit PAI-2 sehr schnell wieder Als 
zusatzllcher Vorteil ist zu werten, dafl die angewendeten PAI-2 Konzentrationen weitaus geringer als die von 
Aprotinin waren. 

PAI-2 war selbst in Konzentrationen von 10 ug/ml noch voli aktiv. Hiermit ist der Vorteil von PAI-2 
verbunden, da0 PAI-2 evtl. noch mit anderen Wlrkstoffen gleichzeitig appliziert werden kann. 

Tab. 2 



PLASMIN ACTIVITY IN THE TEAR FLUID 0*g/ml) 


Repeated de-epftheliaiization 


Time (b,d) 


Butler 


r-PAJ-2 


Aprotinin 


Flurbiprofen 


2h 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


<0.2 


0.2-0.4 


1 d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


t. 0-2.0 


4d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


1.0-2.0 


7d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


1.0-2.0 


14 d 


0.2-0.4 


<0.2 


< 0.2 


0.2-0.4 


21 d 


<Q2 






<0.2 
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tab. 3 Eepeated corneal de - epithelisation 
of the rabbit eye 



35 



Parameter 


Buffer 
control 


Test groups 

flurbiprofen Aprocnin 
[lOmg/mi] [M^ft'aaj 


r?AJ-2 


L 


Flasmin activity 
in tear fluid 


Increase 


Increase 


slight 
Increase 


no * 
Increase 


Z 


Enzymatic activities 
in corneal epithelium 

- DPFIV 

- Arid glycosidases 

- Lysosomal hydrolases 

- Na+-K+-ATFase 

- car 




tow 
low 
low 
low 
tow 


slight 
slight 
slight 


slight 
slight 
slight 


3. 


FMN in stroma 


Numerous 


. tow 


low 


Nearly 
Absent 


4. 


Reepithelisation 
after 

wound healing 


Normal 


Prolonged 


Enabled 


Accelerated 


5. 


Vascularization 


Pronounced 


Inhibited 
(not blocked) 


Pronounced 


Blocked 


6. 


Transparency 
of comea 


Irreversible 
Cloudy 


Partially 
Cloudy 


Restored 
(oary) 


Restored 
(etdy) 



Belsplel 3: 

PAh2 zur Behandlung von Augenverletzungen bzw. zur Inlraund postoperativen Behandlung 

tarmS? ^^"i 8 ,^^ W,e Unl6r BQiSplel 2 beschrleben aurchgemhrt und ausgewertet Hierbei wurde 
jedoch nicht das Epithel abgezegen, sondern die Homhaut wurda durch einen Skalpellschnltt der In das 
Stroma m,t efner TIefe von 60-60 % der Stromadlcke elndrang und die ganze Hornhautoberflache umfaSte 
(5 mm vom Umbus), verietzt. Nach einem Schnltt in die Hornhaut steigt die Plasmln-Aktivltat in der 
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TrarvenflUsslgteit relatlv rasch (Innerhalb voo 2 Stunden) an und bleibt Qber mehrore Tage hlnweg auf 
relatlv hohen Wertan stehen (a. Tabelle 4). 

Schon nach einem Tag wandem Enfeundungazetlen In das Verwndongsgabtet eln. War kann man dann 
aoch tn onmrttelbarer Nahe erhohte AktMBten an lysosomal Proteasen und voo Glycosldaser. nachwel- 

Von Tag 1 bis Tag 7 wandern Epithelialzellen in die Schnittwunde ein. Nach 10 Tagen ist die Schnittwunde 
mil Epithelzellen wieder aufgefOllt Die Adhasion der eingewanderten Zeilen zum darunter Hegenden Stroma 
tet |edoch sehr schiecht. Daher flndet der efgentllche WundverschluB eher langsam und scbleppend statt 
Bel der Wundheflung war die Anordnung der Kollagen-Fibrillen unregelmaBig. 

Glycosaminoglykane wurden an der Verwundungsstelle nicht nacngewlesen. Die Aktivitaten von Glvkosida- 
sen, vor allem von 0-Galaktosldasen, waren Im selben Gebiet erhoht 

Vom maxroskoplschen Erscheinungsbild her glng teihveise die Transparenz der Homhaut Im Bereich der 
^hnittwunde vorubergehend - das Maximum tag wahrend der Wundheilungsphase zwlschen Tag 4 und 
i ag 7 * vonoron. 

Die Hornhaut verheilte mit einem nictt-transparenten Narbengewebe. Die Veranderungen der Homhaut- 
Transparenz waren IrreversibeJ. In Tab. 5 sind die Daten zusammengefaflr 
Behandlung mlt PAI-2: 

Wahrend der gesamten Behandlungszeit war bei den mit PAI-2 behandelten Tteren in der TranenflUsslokeit 

nur elne minmale Plasmin-Aktlvitat nachweisbar. Die maximal errelchte Aktfvhat lag bei 0,4 ug/ml 

im Gegensatz zur Pufferkontroll-Gruppe war bei den mlt PAI-2 behandelten TJeren die Entzundung komplett 

S °x^f en 2 ' B * m Ta ° 1 in den mit PAI " 2 v «'sorgten Augen keine EntzUndungszellen In 
unmlttelbarer Nahe der Stroma-Wunde nachweisbar. ,n 

Die Keratfnozyten wurden relatlv frfJh aktrviert. Die einwandernden EpithelialzelJen besaflen nur reiatrv 
nledrige Aktivitaten an lysosomaien Hydrolase^ wohingegen die AxtJvitaten von GGT ATPase und SDH 
wfeder sehr frtlh normallslert waren. * un 
Schon nach nur 4 Tagen war die Schnittwunde wieder mit Epithellalzeflen voil aufgefOHi Dlese adharlerten 
sehr gut am darunter Hegenden Stroma Schon am Tag 10 war die gesetzte ursprOngRch Waffende 
Schnittwunde wieder vollkommen abgeftacht Die tiefer Hegenden Schichten des Stromas heilten unter 
Beteifigung (Stomvechsel- und Zellteilungsaktivitat) der benachbarten Keratinozyten. 
Nach 14 Tagen war die Wundheiiung abgeschlossen. Die neu gebildeten Karatinozyten zeigten eine 
nomnale StoffwechselaktivltSt <z.B. bzgi. GGT), auch waren keinerJei Hinwelse auf eine Entzilndung gege- 

Insgesamt ermfigllchte die Behandlung mit PAI-2 eine wesentHch beschleunlgte und von der CkiaJitat her 
wesentiich bessere Wundheiiung. Die Wundheiiung der Homhaut ergab eiri vol! transparentes Gewebe die 
Narbenbildung unterblieb vollkommen. Die fur den Patlenten wichtigen Befunde konnten mit beiden PAI-2 
Konzentratlonen (10 mg/mi und 20 ug/ml) erzielt werden. 

Die PAI-2 Daten sind In TabelJe 5 zusammengefaflt 

Behandlung mit Aprotinin: 

Im Vergleich zur PufferkontrolNGruppe war die Plasmin-Konzentration in der TranenfiUssigkeit reduzlert (s 
Tab. 3). \ • 

Die Schnittwunde heilt mit normaier Geschwindigkeit ab (langsamer als mit PAI-2), 

Vergtefchbar mit dem PA»-2-Effekt war bei den einwandernden Epithelialzellen die Aktivitat von lysosomaien 

Hydrolasen und Glykosidasen reduziert. 

Die Adhasion des neu gebildeten Epithels am Stroma war nicht so stark wie bei den mlt PAJ-2 behandelten 
Tieren. Die Schnittwunde heiite langsamer, ergab jedoch ein transparentes Gewebe. Histochemlsch war die 
Wundstelle sehr Shnlich Im Vergleicb zu derjenlgen bei den mlt PAl-2 behandeten Tleren 
Putfer-Kbntrolf-Gnjppe: 

Bei den Tieren der Puffer-Kontrollgruppe war die Plasmin-Aktivitat In der TranenflOssfgkelt Ober langere 
Zeit erhdht (s. Tab. 4). Gtelchzeltlg wird ein starker EInstrom von EntzUndungszellen (vorwiegend PMN) In 
die Homhaut beobachtet. 

Das lytische Potential des Epithels. bestehend aus z.B. lysosomaien Hydrolasen, war erhoht, wahrend die 
AkttvitSt von GGT und ATPase reduziert war. 

Der Wundverschlufl selbst war sehr langsam (ca. 10 Tage), die Adhasion des neu gebildeten Epithels am 
darunter Hegenden Stroma war sehr schiecht. es kam zur Bildung weiBer Narben, die Tranparenz oino 
teilweise vertoren, und zwar irreversibel. 

Die Vortelle elner Behandlung mit PAI-2 bzw. mil Inhibitoren des Plasmln/Plasminogenaktivator-Systems 
llegen demzufolge darin, dad es nur auf diese Weise zu elner schnellen und voil zufrledenstellenden - voil 
transparent, koine Narben. gute Adhesion, keine Neovaskularisierung, normale Stofrwechselaktivltat der 
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Homhaut - Wiederbersteltung der Hornhaut auch auf histologischer Basis, kommi. 

Tab. 4 



PLASMIN ACTIVrrY IN THE TEAR FLUID (*#ml) 


Corneal deep incision wound 


Time (h,d) 


Buffer 


r-PAI-2 


Aprotlnin 


2h 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


<0.2 


1 d 


0.4-1.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


4d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


76 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


14 d 


0.4-1.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


21 d 


0.2-0.4 


<0.2 


<0.2 


28 d 


<Q2 







20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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Tab. 5 Corneal deep incision wound 
of the rabbit eye 



?0 


Parameter 


Buffer control 


Test groups 

Aprodnin 


r?Al-2 
[10or2O/ij/ijd] 


75 


Tear fluki 










- Plasmin activity 


high increase 


Reduced 


nearly no increase 


20 












- FMN's 


Numerous 


Bare 


Absent 


25 


Epithelium 










- Lysosomal 
Hydrolases 


Increased' 


Low 


' Low 


30 


- GGT 


Decreased 


Normal 


Normal (oxif) 




- ATPase 


Decreased 


Normal 


Normal 


35 


Wound healing 








40 


- Wound closure 

- Epithelial 
adhesion 
to stroma 

- Scar formation 


Slowly 
(10 days) 

Bad 
+ 


Normal 
Acceptable 


accelerated 
Very good 


46 


- Transparency 


Partfatty lest 
Irreversible 


Transparent 


Transparent 



Beisplel 4: 

Verwendung von PAJ-2 zur Behandlung nach Laser-Chirurgie 

In dem von Lohmann at ai. 1891 besenriebenen Verfahren wurde die photorefractive laserkerateKtomie 
boi Kaninchen durchgefOhrt (193 nm exclmer laser). AnschileGend wurde PAl-2 In elner Konzontration von 
20 ug/ml lokal ins Auge appllzlert (zwel- bis drelmaf tagllch). Die Kontrolgruppe ernielt gleiche Volumlna 
des Ldsungsmittels (20 mM Olydn pH 7,2; 150 mM NaCI, 0,3 % Gelatlnehydrolysat). Die Referenzgruppe 
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erhielt entweder Aprotinin (5000 lU/ml; 2 mat tSgiich; 2 Wochen) Oder 0.1 % Prednisolonacetat (2 mal 
tHgbch, 1 Woche; 1 mal tagllon. 11 Wochen) oder 0.1 % Flurbiprofen (s. Prednfsolonacetat) 
Als Meaparameter dienten Ausblldung von TrtJbung, PlasminkonzentraBon In der TraranflUssigkeit und der 
nistologische Befund. 

In der Kontrolfgruppe stieg die Plasminkonzentration Innerhalb kurzer Zeit von ca 1 ug/ml auf Werte 
von bis zu 50 ug/ml an. normalisierte sich aber nach elner Woche wleder. Die AbschJufffUiche zwischen 
dem neu gebildeten Epithet und dem verbfiebenen Slroma war nicht glatt Auflerdem konnte neu gebildetes 
Matrlxmaterial, z.B. Kollagen, nachgewiesen werden. 
Im Stroma wurden verelnzelt Vakuolen beobachtei 
Ohne Behandlung besteht die Tenden* zur Regression zur Kurzsfchttgkeit. 

A!s Folge der Bildung von Fehlstrukturen und von Neusynthesen war elne Trtibung des Auaes zu 
beobachten. v w 

Bel Behandlung mit Prednisolonacetai wird im Prinzip das glelche Ergebnis beobachtet lediglich die 
Neusynthese von Kollagen 1st etwas reduziert wohingegen bei der Behandlung mit Flurbiprofen neben der 
Trtibung elne signlflkante Neusynthese von Kollagen zu beobachten 1st. 

Bel der Behandlung mit Aprotinin 1st die GrenzflSche zwischen altem Slroma und dem neu gebildeten 
Eplthel giatt. Dennoch wird eine durch Uchtreflexion bedingte Trtibung der Homhaut beobachtet. Es wurden 
keine Vakuolen beobachtet. auch waren die Basalzellen von normaler QrdBe. Jedoch wurde neues Kollaaen 
synthetisiert ^ 
Die Behandlung mit PAI-2 hat ein absolut Wares, transparentes Auge zum Ergebnis (s. Tabelle 6) Selbst 
nach Ober drel Monaten wird keine Trtibung - diese tritt normaierwelse spStestens nach drei bis rOnf 
Wochen aul - festgestelH. Das Eplthel wird perfekt regenerlerl: 

die Grenzfiache zwischen altem Stroma und neu gebildtem Epithet 1st glatt Es gibt kelne Ablagorungen 
keine Vakuolen, keine Neusynthese von Kollagen und keine Hyperpiasie des Eptthels. 
Eine Regression hln zur Kurzslchtigkelt wurde nlcht beobachtet 

Selbst wenn man alte Referenzsubstanzen miteinander kombiniert 1st das Behandlungsergebnis nicht 
besser als das der mit PAI-2 behandelten Gruppe. 

Die Nachteile dieser Kombinationstherapie bzw. einer Theraple mit Referenzsubstanzen gegenOber einer 
Behandlung mit PAI-2 sind: y 

- Topische Appllkation von Sterolden Ober drei Monate oder ranger bringt ein unerwtinschtes und hohes 
Risiko (abhSngig von der Ablationsstarke) Hlr die Bildung von Sekundarglaukomen. 

- Aprotinin erwies slch als unvertragBch mit Prednlsolon 

- Oberempfindlichkeitsreaktionen gegenOber Aprotinin sind bekannt 

- BSE-Problematik, Refnheitsgrad, Fremdproteln-Charakter sprechen gegen die Anwendung von Aproti- 



Tab.B 



THERAPIE NACH LASER 


KERATEKTOMIE: 




Behandlung Dauer 
(Monate) 


TrtJbung 


EpithelflJiche 


Kollagenneusynthese 
(-> Uchtreflexfon) 


Prednlsolon 
Flurbiprofen 
Aprotinin 

Aprot/Pred. Flurbiprofen 
PAI-2 

1) Ak» -i _. 


3 

1 -3 
0.5-1 
3 
1 


+ 
+ 
+ 


unregelmSBig 

unregelmSGIg 

regelmaGig 

regelma*flig 

regelmSBIg 


4- 

* + 
■f + 
J) 



Aber Neusynthese einer noch unbekanrrten Substanz 



PatentansprUche 

1. Verwendung von tnhibitoren von Plasminogenaktivatoren zur Herstellung elnes Arznelmittels zur Thera- 
pie und/oder Prophylaxe von EntzUndungen der Augen. der Ohren, der Haut. der Knochen. der 
Gelenke. des Darms oder anderer Innerer Organe und/oder zur Intra-und/oder postoperativen Behand- 
lung und/oder zur Behandlung offener Wunden. 
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3. 



6. 



a. 



Vewendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die PlasmlnogenaJrtivatoren Urokinase 
und/oder tPA slnd. 

Verwendung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die Inhibitoren PAI-1 und/oder PAI-2 slnd 
vorzugswefsQ Fragmente von PAI-2. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Corneal ulcer, Uveitis, Konjunktivitfs, Mittetohrent- 
zundungen. TrommelfellentzOndungen. Trommelfellrtff mit entzUndiichem Veriauf. Rdtungen der Haut. 
Acantholyse, Pemphigus. Ekzem, Kontaktdermatltls, atopische Dermatitis. Verbrennungen mit entzOndlf- 
chem Veriauf, VaskullUs, dermaie Ulcera, Osteoarthritis, IBD (Inflammatory Bowel Disease). Pankreatitis 
Akne. Behandlung epithelialer Lasionen, Behandlung comealer LSsionen. zur Behandlung' der Narben- 
blldung bei Augenverletzungen, zur Behandlung von Sklerhis. nicht-heilender Comea-Erosionen Xerose 
und/oder Keratose. ' 

5. Verwendung nach Anspruch 1 zur Intra- und/oder postoperative Behandlung und/oder der Behandlung 
von offenen Wunden Oder der genannten EntzOndungen. 

Verwendung nach Anspruch 1 zur Hernmung der Neovaskularisierung. zur Behandlung von comeaten 
Infilfraten der Augen oder von HomhautentzOndungen der Augen von Kontaktflnsentragem. 

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die operative Behandlung eine Laserkera- 
tektomle ist und/oder die offenen Wunden oder EntzOndungen eine Folge der Laserkeratektomie sind. 

Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von AugenentzOndungen und AugentrQbungen z B 
nach laserbehandlung, normaler Augenchlrurgie (z.B. Vltrektomie, Kataraktchirurgie, extrakapsuiare 
Kataraktextraktion, Unsenoperationen, Linsenaustausch, Unsenlmplantation. Keratoplastie. Homhaut- 
transplantationen) sowie als Konsequenz der folgenden Erkrankungen: Konjunktfvitis, Keratokonjunktivi- 
Bs, Keratokoniunktivitls sicca. Iritis. Iridocyclitis, Keratitis. Graves Ophthaimopathie, Mooren's ulcer 
Vaskulitis. Uveitis, be! allergischen Erscheinungen im Auge, Infektionen, StoffwechselstSrungen, Ent- 
zUndungserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemischem Lupus erythematodes We- 
gener Syndrom, rheumatischer Arthritis, Sarcokfose. Polyarthritis, Pemphigus, Pemphigoid, Erythema 
multiforme, Sjogren's Syndrom. entzOndliche Darmerkrankungen (inflammatory Bowel Disease) Multi- 
ple Sklerose, Myasthenia gravis, Keratitis, Skieritis. 

9. Verwendung nach Anspruch 1 zur Vermeldung der Narbenbildung am Auge nach chirurgischem Eingriff 
oder nach Verletzung. 

10. Verwendung nach Anspruch 1 zur Hernmung der Neovaskularisierung bei Retinopathy insbesondere 
bei Diabetlkem. bei RetlnaablSsung, GefSBverietzung der Retina oder Entztlndung der Retina und Uvea 
oder bei Homhauttransplantationen. 

11. Verwendung nach Anspruch 1 zur Verwendung bei Transplantationen am Auge, insbesondere bei 
Hornhauttranspiantationen. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Gdemen lm Augenbereich. z.B. Makula-fldem 
Submakula-Odem. Odem nach Photokoagulation. Cornea^dem, Konjunktiva-Sdem, Retfna-tfdem 
Odem In der Umgebung des Auges. 

13. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Infiltratlonen Im Augenbereich. insbesondere der 
Cornea, der Augenkammer, der Koniunktiva und der Skiera. 

14. Verwendung nach Anspruch 1 zur Beschleunlgung der Wundheilung, Insbesondere im ophthalmology 
a chen Bereich. * a 

15. Verwendung nach Anspruch 1 zur lokalen Injektion, wle z.B. Injektion In Subkonjunktrva, GlaskOrper 
Augenkammer oder Skiera. ' 

16. Verwendung nach Anspruch 1 zur Appilkation mlttels Mlkroinjektion. 
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17. Verwendung nach Anspruch 1 zur Verwendung als SpOlldsung. 

18 * Tr^i" 0 " l/lh,blt0ren n3Ch An8prUCh 1 ^ Komblnatfon m,t Wologisch abbaubaren 

19. Verwendung von Inhibitor nach Anspruch 1 in Komblnatoon mit einem pharmazeutisch akzeptablen 
Camersystem, wie z.B. Ceilulosederivaten, polymeren Matrices Oder KontakUinsen. 

20. Verwendung von bihibitoren nach Anspruch 1 in .Kombinatfon mit Stabilisatoren. 

21. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1 in Kombination mil weiteren Wirkstoffen. 

22 " !^rT 9 TJK n l hib n[ l ° ren AnSpfUCh dadufCh daB als weitere Wlrkstoffe ein 

oder mehrere Antlbtotika verwendet warden. 
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